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RESUME
Deux experiences furent menées en utilisant un mode de
culture en lot; une première avec .Scenedssniys S.y..§.dr_i_c_auda et
une seconde avec Chicrella. vy.l.Q..ar.is . S. guadricaud_a s'est
avérée très tolérante au cuivre tandis que C. yyjjgaris U s s t
relativement plus sensible. Cette dernière espèce provenait
de la rivière Saguenay.
Chez S^ quadricauda, la concentration en cuivra du
milieu de culture est carrelée significativement à la fré-
quence d'apparition des inclusions intravacuolaires ainsi
qu'à leur nombre moyen par cellule, ce qui suggère leur
implication dans la tolérance. Chez Ç._ y..y.l..9.§.£.i.§. nous obser-
vons au niveau ultrastructural, des bris membranaires et des
altérations aux mitochondries. L'augmentation de la concen-
tration en cuivre est suivie par une légère hausse dans la
fréquence d'apparition des corps membranairss et des inclu-
sions intravacuclaires de même que dans le nombre d'inclu-
sions par cellule. Chez S ._ su.adr.icauda, la formation
d'inslusions semble donc Jouer un râle déterminant dans la
tolérance, ce qui n'est pas le cas chez C. y.
•Une troisième expérience fut menée avec S. quadricauda
en utilisant le made de culture en continue et ce, sur une
durée de 50 jours à une concentration en cuivre de E50 ug.l" .
Après 1,5 heure d'exposition, les effets ultrastructuraux
sont évidents; le chiaraplasts se rétracte et forme des lobas
et les différentes structures cellulaires prennent un aspect
très diffus. Les mêmes observations sont faites également
après 3, B, IS et EH. heures d'exposition. Entre 3 et 15 jours
nous observons une impartante augmentation des réserves
d'amidon et de lipide, des inclusions intravacuclaires, de
même qu'un épaississement de la paroi. Après 22, 32 et 5Q
jours, les inclusions disparaissent, le cytoplasme est
densëment peuplé de ribosomes et le réticulum endcpiasrrsique
est évident chez la majorité des cellules. Ces observations
suggèrent l'implication d'un second mécanisme de tolérance au
cuivre qui, contrairement aux inclusions se manifesteraient
après une exposition â long terme.
V
Christian Bastien
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION
.2
La contamination des milieux aquatiques par les métaux
traces a suscité un grand intérêt au cours des dernières
années. Elle est intimement liée â l'essor industriel et plus
spécifiquement à l'industrie minière et métallurgique, à la
combustion des hydrocarbures fossiles, â certains procédés
industriels ainsi qu'à certaines activités humaines.
Ces polluants ont une toxicité notaire sur les organis-
mes aquatiques. De plus, ils persistent dans le milieu natu-
rel, particulièrement au niveau des sédiments cù ils peuvent
être remobilisés par divers processus physico-chimiques
CForster et Whittmann, 1981). Certains ions peuvent égale-
ment être bioaccumulës dans les tissus animaux CConneil Des
et Miller, 1984? au chez les plantes supérieures et les al-
gues phytoplanctoniques CMierle et Stokes, 1976; Leiand et
al., 1979; Cain et al., 1980). Compte tenu de leur fcrts
toxicité, les ions métalliques présentent donc un risque non
négligeable quant a la pérennité de certaines espèces ainsi
qu'à l'équilibre des écosystèmes aquatiques.
Etant situé dans une zone fortement industrialisés, is
réseau hydrographique du Saguenay-Lac St~Jean est particu-
lièrement exposé â des effluents contaminés. D'ailleurs, les
travaux de Lcring C1975; 1976j ont montré que les sédiments
de la rivière et du fjord du Saguenay contiennent de fcrtss
concentrations en mercure, en plomb, en zinc et en cuivre.
De plus, Côté C13835 y a observé des concentrations en cuivre
relativement élevées C*5 jjg • 1 ~) dans les eaux de surface.
Le cuivre est un élément trace essentiel au metabolisms
cellulaire des algues Cîianatran et Smith, 1S73; Sorentino,
19735 mais c'est également un des éléments les plus toxiques
pour le phytoplancton CHoliibaugh et al., 138CO . Sa toxicité
est liée essentiellement à l'ion cuivrique libre CSunda et
Guillard, 1376; Andersen et Horel, 137B; Rueter et McCarthy,
1373; Sunda et Gillepsie, 1373) et à son affinité peur les
groupements suiphydryls CSH3 des protéines ainsi qu'à son
habilité â déplacer les ions cofacteurs d'enzymes et les ions
faisant partie intégrante du centre actif des mâtailoenzyrnes
CPassouj et al., 1351.1. Selon Handeli C13B3), le cuivre ferme-
rait également des complexes avec les groupements carboxy-
les, les phesphates et les amines rendant ainsi son action
peu spécifique. Les travaux de Goering et al., C1377) ont
montré que la réduction de l'activité enzymatiqua et I'alté-
ration des pretéines structurales constitueraient les prin-
cipaux effets de l'affinité du cuivre peur les ligands
organiques.
Plusieurs auteurs ont étudié les effets physiologiques
du cuivre sur les algues. Certains travaux, notamment cs^x de
Steeman—Nielsen et UJium—Andersen C 1371 '} Steeman—N^sîss^ s^ ~
Kamp-Nielsen C137CO, Stseman-Nielsen et al. C13ESJ et finder-
4son et Morel C1978), ont montré que le taux de fixation du
carbone est affecté tandis que d'autre chercheurs CCedeno-
fialdonado et al., 1972; Shioi et al., 1978 a, h ) se sont
surtout intéressés à l'inhibition des mécanismes de transport
des électrons dans le processus de la photosynthèse.
D'autre part, le cuivre provoque une réduction des
pigments phatasynthetiques CGross et al., 1970) . En agissant
au niveau de la membrane plasmique, le cuivre altère le
processus d'asmorégulatian; la perméabilité de la cellule est
augmentée ce qui entraîne une perte importante de potassium
se traduisant sauvent par un gonflement de la cellule
CKamp-Nielsen, 1971; McBrien et Hassal, 1965; Dvernell, 1975;
Riisgard, 1979; Riisgard et al., 1980). De plus, le cuivra
peut inhiber l'assimilation des nitrates CHarrisson et al.,
1977) ou des silicates CGoering et al., 1977). Finalement,
quelques auteurs et notamment Steeman-Nielsen et Kamp-Nielsen
C1970), 5aifullah C1978), Handeli C1969), Bartlett et al.
Cl974.1 et Jensen et al. C1976) ont constaté que le cuivre
réduisait ou arrêtait complètement la croissance de la
population, ce qui est probablement le résultat d'une
inhibition de la cytokikinëse comme l'ont suggéré CKanaiuaza
et Kanaujaza, 13E9) .
5ur le plan ultrastructural, l'action des métaux tracas
se traduit par l'apparition d'aberrations morphologiques
CThcmas et al., 1980). Ce phénomène a été observé tant chez
les Chlorophycëes CRosko et Rachlin, 1977) que chez les Chry-
sophycées CDavies, 1974) et les Bacillariophycées CNuzzi,
197E; Berland et al., 1977; Norel et al., 1378). La toxicité
des métaux traces est bien documentée au niveau de l'alté-
ration de variable de structure Cdënambrement, chl-û.) et de
Fonction C& -dénombrement, û-chl-OL , P/B, CE^ ), CRai et al.,
1981; Sorentino, 1979), de 1'adsorption des métaux sur la
surface cellulaire , de leur compétition § l'interface
biologique, de leur prise en charge par différents organismes
CCampbell et Stokes, 1985; Harrisson et al., 198B) alcrs que
les études portant sur les modifications de 1'ultrastructure
sont plus rares. Smith C1983) rapporte la présence d'arga-
nites gonflées, de membranes dilatées et une vacuolation
accrue du cytoplasme chez Ske_l_Btonerna castatum soumise aux
ions mercure, cadmium et zinc. Elle observe également des
inclusions denses aux électrons' contenues dans des vésicules.
Selon Irmer et al., C1984), le cadmium cause une désorgani-
sation des thylakaides chez ÇJ][l_ajTiydgmgnas et entraine la
formation de dépôts denses aux électrons dans la vacuole.
Chez trois autres espèces de Chlorophycées, le cadmium cause
des aberrations ultrastructurales et la formation de dépôts
denses aux électrons dans les mitochondries CSilverberg,
1976). Sicko-Goad et Stoermer C1979) de même que Silverberg
C1975) rapportent des effets analogues au sujet du piornh. Par
ailleurs, Saboski C1977) a observé des anomalies de la
frustule chez Nitzsghia .li..§.^..Ë.t..h..r.yt.t_i exposée au mercure et à
l'êtain tandis que Fujita et al. C1977) ont étudié peur leur
part la distribution intracellulaire du mercure chez la
Diatomëe Syjnisdra yjLna. et ont montré que le chloroplaste et le
cytoplasme sont des sites importants de l'accumulation des
ions.
En ce qui concerne plus spécifiquement le cuivre, Sil-
verberg et al. (1976) rapportent la formation de complexes
intranuclëaires chez une souche tolérante de Sçen_e_d_e_smu_s sp.
tandis que Daniel et Chamberlain C19B1) ont démontré chez
Ampjiora yenata, la localisation de l'ion dans des inclusions
de polyphasphate situées dans la vacuole et la formation de
granules riches en soufre, calcium et cuivre associés aux
membranes. D'autre part, Sicko-Goad C19825 a démontrée das
changements de volume des vacuoles chez trois C3D diatomées
après deux CED, trois C33 et 24 heures d'exposition à
5 jjg-1 de cuivre .
Par ailleurs, les algues unicellulaires possèdent
d'autres mécanismes potentiels de tolérance comme l'exclu-
sion par volatilisation CFoster, 15775, la syntèse de
métallothionéine CStokes et al., 1977; Stokes, 13B3), la
complexation extracellulaire et la précipitation sur la face
externe de la membrane plasmique CStokes, 1979J . Dans
l'ensemble les mécanismes de tolérance ont été peu étudiés st
ont reçu jusqu'à maintenant peu d'emphase CRai et al., 15815.
En résume, les observations ultrastructurales peuvent
être classées en deux types: premièrement, la présence
d'organites gonflés et de membranes dilatées relise â la
perte du contrôle osmotique engendré par l'ion métallique
(Smith, 1983) et deuxièment, la Formation de divers types
d'inclusions denses aux électrons interprétée comme un
mécanisme que possède la cellule pour séquestrer le métal
dans certains compartiments cellulaires et ainsi réduire son
effet toxique et conférer une certaine tolérance CDaniel et
Chamberlain, 19B1; Silverberg et al. 197B; Silverberg, 1275).
Dans le présent travail nous voulons premièrement,
déterminer les effets de différentes concentrations de cuivre
sur 1 ' ultrastructure de Ç_h_lgrella yu.lg.a_ri.s. et de Scsnedesmus
g_u_adr_içauda et deuxièmement, établir chez cette dernière
espèce la séquence temporelle des modifications uitrastruc-
turales lorsqu'elle est soumise à une dose sublëtaie de
cuivre pendant une exposition prolongée.
Cette approche séquentielle dans le temps des modifica-
tions ultrastructurales constitue une des seules études du
genre ayant trait à la toxicité des éléments traces sur le
phytoplancton.
CHAPITRE II
MATÉRIELS ET METHODES
2 . 1 Conservâtian des sjgyç_hes_
Les organismes utilisés dans le cadre de cette étude
sont les Chlorophycëes Sçenedesmug guadr_içauda_ CTurp.5 Breb .
classée LJTEX 76, provenant de " Culture Collection of Algae
at the University of Texas at Austin " et C.hla.rella vylS.§E.i.s
isolée de la rivière Saguenay en 19B3 et identifiée en mi-
croscopies optique et électronique selon la monographie de
Fott et Novakova C1969 3. Ces deux espèces d'algues étaient
cultivées dans le milieu synthétique Woods Holes MBL CStein,
1373), mais modifié par le retrait de 1'EDTA et du TRIS et
par l'ajout d'acide borique. Ce milieu de culture était
préparé et autoclave peu de temps avant son utilisation. Le
pH était ajusté à S, BO + 0,40 pour S. gjy^ .dr.i_cauda et à 7,00 1
0,30 pour C. vulgaris. L'inoculation des espèces était
effectuée dans un volume d'environ 150 ml à partir de
cultures sur gélose pour S. gua_dr.ic.§jyda. et de cultures
liquides pour C. vulgaris. Les erlenmeyers étaient ensuite
agitées sur une table rotative pendant 6-7 jours jusqu'à es
que la densité des cultures soit environ de 3 x 10 cellules
ml" . Les cultures étaient réalisées dans une enceinte à
température et luminosité contrôlées; la température était de
20 1 2*C tandis que 1'éclairement artificiel provenant de
lampes fluorescentes Sylvania F2QT12/Cool White était de 1,45
x 10 quanta sec • cm selon un cycle lumière : obscurité de 15:5
heures. Seules les cultures en phase exponentielle servaient
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d'inoculum lors de l'expérimentation. Les cultures de
S. qyadrijgauda étaient axâniques alors que celles de
Ç. yulgaris ne l'étaient pas. Cependant, aucun problème de
contamination n'a été rencontré avec cette dernière espèce.
2 . S ÇgjTd_it_igjT_s. exjgiêriment§_lsjË.
Pour les expériences 1 et 2, huit C83 erlenmeyers d'un
litre contenant 750 ml de milieu de culture étaient inoculés
avec S. guadricauda CExpérience 1) et huit CS) autres avec C.
vulgaris (Expérience 2 ) . La densité cellulaire de ces
erlenmeyers était de l'ordre de 1 x 10 cellules • ml . Sept
C73 erlenmeyers de chacune de ces séries Furent ensuite
inoculés respectivement avec 25, 50, 100, 250, 500, 1,000 et
2,500 jjg • l" de cuivre; le huitième erlenmeyer servant de
témoin. Le cuivre provenait d'une solution mère de sulfate da
cuivre (CuSD,-SHjO) de 1,000 mg • 1 dissout dans l'eau
dëionisâe stérile. Les cultures furent menées en let (Stain,
1973) et aérées avec de l'air comprimé préalablement filtré.
La densité cellulaire fut déterminée aux temps 12, 24,
HkB, 72, 96, 120, 144 et 16B heures à l'aide d'une chambre de
Falmer-Haloney CPalmer et Malcney, 1954D et d'un disque de
UJhipple à un grossisement de 250 X. Les intervalles de con-
fiance furent calculés selon la formule de Ricker >'. 1337?
(Annexes 1 et 23. Les valeurs de pH furent enregistrées de
façon simultanée â l'aide d'un pH mètre Fisher Acumet.
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Après 72 heures d'exposition au cuivre, des aliquotes de
culture furent prélevées et préparées pour l'observation an
microscopie électronique. Au moment de la Fixation des
cellules, les cultures de Ç. yu_l_gari_s et S. Qyadr_i_çayda
étaient synchrones et se trouvaient en interphase.
D'ailleurs, il est bien connu que les conditions photo-
périodiques peuvent avoir un effet de syncronisation CEppley
et al., 19713.
D'autre part, l'expérience 3 a été poursuivie sur uns
durée de 50 jours avec S. g[^ uadri_cau_da en utilisant la culture
en continue basée sur le principe du chemostat CStein, 1373).
Un volume de 6 litres de milieu de culture UJoods Holes HBL
modifié, contenu dans un ballon de 9 litres, a été contaminé
avec 250 jjg • l" de cuivre. Un second ballon ne contenant pas
de cuivre servait de témoin. La densité cellulaire initiais
était de 2 x 10 cellules . ml. L'alimentation en milieu de
culture se faisait à l'aide de pompes përistaltiques Haster-
Flex de Cole-Farmer Instr. Co.. Le taux quotidien de
dilution était maintenu à 0,50 tout au long de l'expérience
sauf entre les temps 14 et 22 jours où il fut ralenti à 0,25
dans le ballon expérimental afin d'éviter un lessivage trap
important de la culture. Le ballon témoin était demeuré au
même taux de dilution.
Les échantillons pour l'observation uitrastructurais cnt
été prélevés aux temps 0, 1,5, 3, E, 12, 24, 48 et 72 heures
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et 5, 10, 15, 22, 32 et 50 jours. Les mesures de la densité
cellulaire et du pH ont été effectuées quotidiennement. Les
intervalles de confiance de ces mesures sont présentés à
1'annexe 3.
2 • 3 Miçroscopi§. ^ljB_çjtrgjTigue_
Les spécimens destinés â l'observation ultrastructurals
ont été récoltés par centrifugation et les culots de cellules
ont été enrobés dans 1'agar pour être subsëquemment traités
comme des blocs de tissus CReimann, 19B0). Ces blocs ont été
découpés en petits cubes et fixés au glutaraldëhyde 2°; dans
le tampon cacodylate 0,1 H à pH 7,00 pendant 2 heures à 4 "C
puis lavés 3 fois 20 minutes dans le même tampon. lis or>t
ensuite été post-fixes au tétroxyde d'osmium 1°-; dans le même
tampon pendant une heure â la température de la pièce
C22 *C) . Après un autre lavage de 20 minutes Cdans le tampon)
les blocs de spécimens ont été déshydratés dans une série
d'ëthanol de 30, 60, 90 et 100% à raison de 15 minutes pour
chacunes des 3 premières concentrations et 3 fais 20 minutes
pour l'ëthanol absolue. Par la suite, ils ont été infiltrés
dans une résine Spurr CSpurr, 19E93 selon le protocole sui-
vant :
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3:1 etQH-Spurr; 30 minutes
1:1 etOH-Spurr; 30 minutes
1:3 etOH-Spurr; 30 minutes
100% Spurr; environ IB heures
Les enrobages ont été polymerises sous vide à 70 "C durant
une période de 8 heures.
• Des sections argent ont été réalisées avec un couteau de
diamant sur un ultramicratame Reichert et montées sur des
grilles de cuivre de 200 ou 300 ouvertures sans support de
Formvar. Elles ont été colorées à l'acétate d'uranyl en so-
lution alcoolique pendant 20 minutes CReimann, 1980) et au
citrate de plomb pendant B minutes selon la méthode de Rey-
nolds C1963). Les observations ont été réalisées sur un
microscope électronique Phillips 201.
La Fréquence d'apparition des inclusions intravacuolai-
res et leur nombre moyen par cellule ont été détermines a
partir de l'observation d'un minimum de 30 cellules par
échantillon obtenu de sections provenant de 2 enrobages
différents. Les intervalles de confiance sur les fréquences
d'apparition et les moyennes ont été calculées selon les
formules de Sherrer (19843.
2 . 4 Abscr.pt ion atami.que.
La concentration de cuivre (intracellulaire ou adscrbë
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à la paroi) chez S. guadriç^L^da exposée pendant 50 jours
.1
à S50 pg •! de cuivre et chez le témoin a été déterminée par
absorption atomique CSpectrophotomètre Perkin-Elmer A.A.
5000 du Laboratoire de Gëochimie analytique de l'Ecole
Polytechnique de Montréal). Les échantillons d'algues
avaient été récoltés par centrifugatian et déshydratés à BO C
pendant 30 heures.
CHAPITRE III
EFFETS. DE. DIFFERENTES. ÇDJSJÇENTRAJ_IDNS DE ÇUIURE SUR
kiyLI?.BS.IRU.ÇT..y.RE. CE SÇENEDESriUS DUADRJÇAUDA ET ÇHLGRELLA
UULGARIS CEXPERIENCES 1 ET 2?
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1
 Résultats.
3.1.1 Densité cellulaire de S. gy_adriç_auda.
Les courbes de croissance pour l'expérience 1 avec
S. quadriçayda sont présentées â la figure 1. Le témoin
présente une très faible augmentation au cours des premières
24 heures suivie d'une croissance quasi-logarithmique entre
les jours 1 et 4. Par la suite, entre les Jours 4 et 7,
l'augmentation de la densité est sensiblement plus lente et
la population atteint environ 3 x 10 csllules-ml au jour 7.
Les groupes expérimentaux de 25 et 50 jjg • 1 suivent en
général un profil similaire à celui du témoin sauf pour le
ballon de 50 jjg • l"1 qui montre une densité relativement faible
au premier jour. A partir du jour 3, ces deux C2) groupes
expérimentaux semblent peu affectés par le cuivre. Ils pré-
sentent même des densités cellulaires significatvement
supérieures C* = 0,05) au témoin Cv.g. jour 5 pour 25 et 50 jjg.
1" ; jour 6 pour 25 jjg • 1 et Jour 7 pour 25 et 50 jjg«l J .
Les ballons traités avec 100, 250, 500, 1,000 et 2,500 jjg • l*1 ,
présentent une diminution de densité au cours des 12 et/au 24
premières heures mais par la suite, la densité cellulaire des
quatre C43 premiers ballons se caractérise par une augmen-
tation dont les profils présentent une grande similitude
entre eux. Cependant, cette augmentation est suivie d'une
décroissance Cjours 4-E) qui est d'autant plus marquée et
_ J
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7
Figure 1 : Uariatians temporelles de la densité cellulaire
de Scenedesmus quadricauda â différentes concen-
trations de cuivre Cexpérience 1).
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précoce que la concentration de cuivre est élevée. Les
.1
ballons traités avec 100 et 250 jjg •1 se caractérisent ëgale-
lement par des densités significativement supérieures à
celles du témoin Cv.g. jour 5 pour 100 et 250 jjg«l et jour
6 pour 100 )jg-l 3. Dans le ballon de 2,500 /jg-l" la densi-
té cellulaire diminue légèrement durant les 12 premières
heures mais augmente rapidement pour atteindre une valeur
t .1
maximale de 3 x 10 cellule«ml après 4B heures. Par la
suite, les fluctuations temporelles sont plutôt faibles
jusqu'à la fin de l'expérience.
3.1.2 LJltrastructure de S. quadriçauda.
Une colonie typique de S. Q[uad.r_içauda_ est formée de 4:
cellules disposées en ligne et fermement accolées Cfigure 2).
Dans certains cas la colonie totalise 8 cellules. Aussi, elle
peut en contenir moins (2) ou plus C16 à 32 cellules}; cepen-
dant ces cas sont beaucoup plus rares.
Chacune des cellules possède un chloroplaste CCH3 unique
et volumineux, en forme de croissant et qui abrite un pyrë-
noi'de CPY}, lequel est entouré d'un anneau d'amidGn CA)
Cfigure 3). Le pyrénoïde n'est pas traversé par des membranes
du thylakoïde comme c'est le cas chez plusieurs autres Chla-
rophycées. De plus, des masses d'amidon CPÙ et des globules
lipidiques sont sauvent présents entre les thylakaïdes
lesquels sont disposés par bandes de H. à 7 unités. L'ultra-
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structure du chlcroplaste et celle du pyrénaide ont été
décrit respectivement par Ui.eier et al. C19E63 et par
Bisalputra et Uleier, C19E43. D'autre part, le noyau CN3 est
de Forme plus ou moins régulière et est toujours disposé à la
périphérie près de la membrane plasmique. Son nucléole CNLD
et la double membrane nucléaire sont également bien visibles.
Des masses de chromatine sont également présentes dans le
nuclëoplasme et accolées à la membrane nucléaire interne.
Les mitochondries CM) sont nombreuses, de petite taille
et pourvues de crêtes peu développées Cfigure 4) . Elles
apparaissent de forme ovoide ou très allongée selon le plan
de coupe et sont distribuées uniformément dans le cytoplasme.
De 1 à 3 dictyosomes ont été observés lesquels sont composas
de 6 sacs aplatis qui sont invariablement en étroite associ-
ation avec le noyau. Le réticulum endoplasmique a été rare-
ment observé chez les cellules en interphase mais il se
présente comme une double membrane originant de la membrane
nucléaire externe. La paroi cellulaire est formée de 3
couches; une couche interne CCC3 qui est cellulosique et
épaisse, une couche intermédiaire qui est mince, trilaminaire
et caractérisée par 2 bandes denses aux électrons de part et
d'autre d'une bande clair et d'une couche externe CCP) qui
est pectique et ornementée de petites excroissances ainsi
que de 4 grandes épines aux extrémités de la colonie (figu-
res 4 et 5). Cette dernière couche englobe d'ailleurs toute
la colonie (figure 2) alors que l'adhésion entre les cellules
Figure B : Micrographie d'une colonie témoin de
.?..• Syadrijçaud,a. 7,000 X
Tête de flèche: couche pectique
Figure 3 : Micrographie d'une cellule témoin de
S. S.y.§_dri_ça,ujda.. 13,700 X
Grosse tâte de flèche: couche pectique
Petite tête de flèche: mitochcndrie
Figure 4 : Micrographie de la parai cellulaire d'une
témoin de S. gyadjr_i_cauda_. 55,000 X
Flèche: membrane pïasmique
Tête de flèche: couche trilaminaire
Figure 5 : Micrographie de l'adhésion des parais csiluiairss
de 2 cellules témoin de S. qu ad rie a yda..
55,000 X
Figure 5 : Micrographie d'une cellule de S.
exposée à 500 jjg • 1" de cuivre.
13,700 X
Têtes de flèche: inclusions
Abréviations A
ce
CP
CH
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NU
PY
U
amidon
couche cellulcsique
couche pectique
chlaraplaste
mitochondrie
noyau
nucléole
pyrënoîde
vacuole
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se fait au niveau de la couche trilaminaire Cfigure b3.
L'ultrastructure de la paroi cellulaire a été décrits an
detail par Staeheiin et Pickatt-Heaps C1375), Enfin, la
cellule présente généralement une ou plusieurs vacuoles CU)
pouvant contenir â l'occasion une ou plusieurs inclusions
denses aux électrons. Les vacuoles sont plus évidentes en
coupe longitudinale étant souvent situées aux extrémités de
la cellule qui est de forme allongée.
Les cellules exposées â des concentrations de cuivre
variant entre S5 et 2,500 jjg»l* ont développe de façon
générale de grasses inclusions denses aux électrons situées
dans une ou plusieurs vacuoles (figure 63. Ces inclusions
sont surtout de forme circulaire et présentent des zones
claires. Chez certaines cellules, les inclusions se carac-
térisent par un contour irrëgulier ou de forme rectan-
gulaire. D'après nos observations, ces inclusions se forment
par la coalescence d'un matériel finement granulaire qui
semble provenir directement du cytoplasme environnant (figure
73 .
De plus, la présence d'une substance agglutinée observée
entre le tonoplaste et les inclusions (figure 8) semble être
justement impliquée dans la formation des inclusions, Nous
notons de nombreuses petites vacuoles contenant du matériel
dense aux électrons (figure 33 et la fusion de certaines
d'entre elles apparaît évidente. Chez les cellules témoins la
présence de tels granules est également observée mais â un
Figure 7 : Micrographie de la formation d'inclusions chez
§. • QMÊJÉLiSây^M. exposée à 50 jjg • l"1 de
cuivre. 19,000 X
Flèche: inclusion en formation
Tête de flèche: matériel finement granulaire qui
semble provenir directement du cytoplasme envi-
ronnant
Figure 8 : Micrographie de la formation d'inclusions
chez S.. gyadr_içauda_ exposée à i , 000 j^g • 1*
de cuivre. 19,000 X
Têtes de flèche: notez la substance agglutinée
entre le tonaplaste (membrane de la vacuole) et
les inclusions
Figure,9 : Micrographie d'une cellule de S_. quadr_iç_auda.
exposée à 1,000 jjg • l*1 de cuivre.
10,000 X
Têtes de flèche: notez la fusion des vacuoles
Figure 10 nicrographie d'une cellule solitaire de
§• ,9M.§drie.Sy.d_a exposée â 1,000 >jg • l*1 de
cuivre. lÔ.ÔOÔ X
Abréviations CK :
CP :
D :
H :
PY :
U :
chiaroplaste
couche pectique
dictyosome
noyau
pyrsnoîde
vacuole
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degré beaucoup moindre.
Lorsque les cellules sont soumises â des concentrations
de 500 à 5,500 jjg-1" , il y a une désorganisation des colonies
et consêquemment l'apparition de nombreuses cellules solitai-
res. La couche pectique qui englobe la colonie se brise par-
tiellement et se reforme ensuite chez les cellules individu-
elles (figure 103. Il est intéressant de mentionner que
cette dislocation entraine une augmentation de la surface
cellulaire exposée au milieu environnant. Enfin, certaines
cellules présentent des corps membranaires en formation au
dans une vacuole mais ces observations sont cependant rares,
La détermination de la fréquence d'apparition et du
nombre moyen d'inclusions par cellules montre une grande
divergence entre les ballons traités et le ballon témoin Cfi-
gure 11). Chez les cellules témoins, la fréquence d'appari-
tion est de l'ordre de 24 % alors qu'elle varie entre 60 et
37 °s pour les cellules exposées au cuivre. Tous les groupes
expérimentaux sont significativement différents du témoin
C«* =0,053, Quant au nombre moyen d'inclusions par cellule, il
n'est que de 0,3 pour le témoin tandis qu'il augmente pro-
gressivement avec la teneur en cuivre et atteint une valeur
aussi élevée que 4,4 lorsque la concentration de cuivre est
de 2,500 jjg • 1" . Le coefficient de corrélation Cr3 est de
0,87 0*=* 0,053, Nous avons aussi constaté que le nombre moyen
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d'inclusions par cellule n'est pas significativement
différent entre les trois C3D ballons traités avec 25, 50
et 100 ijg-r1 de cuivre et il en est de même pour les quatre
CI) ballons traités avec 250, 500, 1,000 et 2, 500 jug «l*1 ,
Cependant, ces deux CS) groupes sont significativement
différents entra eux.
Le cuivre ne semble pas avoir d'effets marquants sur
l'ultrastructure du chloroplaste, du pyrénoïde, du noyau, des
mitochondries et des dictyosomes.
3.1.3 Densité cellulaire de C. vul
La figure 12 illustra l'influence du cuivre sur les
variations temporelles de la densité cellulaire de
Ç. vyljgar_is lors de l'expérience 2. Le ballon témoin se
caractérise par une croissance logarithmique très rapide et
atteint une densité cellulaire de 3,3 x 10 cellules»ml après
7 jours de culture. Pour le groupe expérimental da 25 jjg•1,
nous observons une phase de latence au cours des premières 12
heures; par la suite la croissance de la population est dans
l'ensemble aussi impartante que celle du témoin. Cependant,
la densité cellulaire après 6 et 7 jours est significative-
ment plus faible C«*= 0,05) comme le démontre les intervalles
de confiance (annexe 2). Chez la population exposée à 50 pç-
1 de cuivre, la croissance est faible au cours des premières
24 heures et augmente par la suite jusqu'à la fin de 1'expé-
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Figure 12 : Uariations temporelles de la densité cellulaire
d e
 Çhlorella vulgaris à différentes concentrations
•de cuivre Cexpêrience S3.
r-ience DÛ la densité cellulaire atteint 1,8 X 10** cellules»
-i
ml. ce qui est presque deux fois moins que pour le témoin.
Avec 100 pg•1 de cuivre, la croissance est relativement
faible durant les trois C3) premiers jours puis augmente
rapidement jusqu'au jour 5 où elle atteint 6,8 x 10 celluias
ml et demeure stable jusqu'au jour 7. Dans les ballons
traités avec des concentrations de E50, 500, 1,000 et 2,500
|jg-l* de cuivre, les taux de croissance sont très Faibles et
dans certains cas Cv.g. ballons de 1,000 et 2,500 jjg-1* de
cuivre), la croissance est pratiquement nulle. Les densités
sont d'autant plus faibles que la concentrations en cuivre
est élevée.
3.1.4 Ultrastructure de Ç.
Ç.' vy_l3MEi§. es"*: u n e cellule de forme sphërique et
contenant un gros chloroplaste ŒH3 en forme de croissant,
(figure 13). Ce dernier renferme un pyrânoïde CPY) entouré
par une anneau d'amidon et traversé par une membrane de
thylakoîde. Le chioroplaste occupe environ les deux tiers du
volume cellulaire et il ne laisse qu'une mince couche de
cytoplasme entre sa double membrane et la membrane plasrnique
Le noyau est situé toujours â la périphérie de la cellule
comme chez S . gy_adr_icaud_a^  et il contient des masses de
chromatine ainsi qu'un nucléole CNU) diffus. Les mitocncn-
dries apparaissent de taille et de forme variables et
présentent une matrice dense et des crâtas dispersées.
Un seul dictyosome CD) fut observé et il est composé de 5 à 6
sacs aplatis en étroits association avec le ncyau,
D'autre part, la paroi cellulaire de Ç_. YjujLgarjLjî n s
possède pas de couche triiaminaire comme c'est le cas chez
•=>• 3HâÉ£ic_§LicL§. e^ d'autres espèces du genre Ch_ÎQj^ el_la.
La cellule de C_. vul£[aris. présente également une ou plusieurs
vacuoles pouvant contenir une grosse inclusion dense aux
électrons. Enfin, nous observons parfois de petites inclu-
sions distribuées dans le cytoplasme et dans le noyau de même
que des corps membranaires mais de façon êpisodique.
Chez les cellules exposées â des concentrations de cui-
vre supérieures à 50 jjg • 1 , les manifestatations les plus
évidentes de l'intoxication par l'ion métallique sont les
perturbations osmotiques associées aux altérations membra-
naires. Nous observons en effet une rétraction du cytoplasme
à 50 et 100 pg •!** (figures 14-153 alors qu'à partir de
250 jjg • 1* , (figure 16) la destruction cellulaire est évidente
et nous enregistrons des bris de membranes et l'accumulation
d'amidon (A) chez les cellules dégénérées. Chez quelques
cellules exposées S £5 et 50 pg•1 nous avons remarqué que les
mitochondries sont gonflées (figure 17) et certaines d'entre
elles présentent des crêtes anormales ou spiraiées (figure
18). Lorsque la concentration de cuivra est de 100 jjg-i nous
notons d'une part, l'apparition d'une couche similaire à la
paroi cellulaire et située â l'extérieure de cette dernière
Figure 13 : Micrographie d'une cellule témoin de
Grasse tête de flèche: thylakalde traversant le
pyrênoi'de
Petite tâte de flèche: corps marneranaire
Figure 14: : Micrographie d'une cellule de Ç_. vulgaris,
exposée â 100 jjg*r** de cuivre, 13,700 X
Têtes de flèche: rétraction de la cellule causée
par des perturbations osmotiques
Figure 15 : Micrographie â fort grossissement d'une cellule
de C. vy_lg_ar_is exposée â 100 ^ jg • l*1 de
cuivre. 43,500* X
Flèche: membrane plasmique
Tête de flèche: tonoplaste
Notez l'évidence de problêmes osmotiques au
niveau de la vacuole
Figure 16 Micrographie d'une cellule de Ç.. vul.ga_ris.,
exposée à S50 jjg-l^de cuivre. 13,700 X
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(figure 19) et d'autre part, l'augmentation des masses
d'amidon dans le chlaraplaste,
Par ailleurs, nous observons chez les cellules des corps
membranaires (CM) mais leur présence est un peu plus fréquen-
te chez les cellules exposées au cuivre. En général, ces
structures se retrouvent dans une vacuole (figure 20) ou
associées au tonoplaste (figure SI); dans certains cas, elles
ont été observées dans le cytoplasme et semblaient associées
aux mitochondries (figure 22) alors que d'autres observations
suggèrent qu'elles dérivent directement du tonopiaste (figu-
re 233. La fréquences d'apparition de ces structures est
d'environ 1,3 \ pour les cellules témoins alors que pour les
groupes de 25, 50 et 100 /jg«l* de cuivre, elle varie entre
3 et 6,5 "i. Ces faibles probabilités d'apparitions ne per-
mettent cependant pas de déterminer si les différences sont
significatives.
Aussi, nous remarquons que la fréquence d'apparition das
inclusions denses aux électrons et leur nombre moyen par
cellule augmentent légèrement avec la concentration en cuivre
(figure 24); mais les différences ne sont pas significatives
sauf pour la fréquence d'apparition avec 100 pg•1 Cv.g, 3%
pour le témoin et 41% avec 100 pg•1 ).
Le cuivre ne présente pas d'effet évident sur 1'ultra-
structure du chloroplaste, du pyrénoïde, du noyau et des
dictyosomes de C_._. yj
Figure 17 : micrographie d'une mitachondrie de Ç. vyj._ga.ris_
exposée à 50 /jg.r*de cuivre. 2S,000 X
Figure 18 : Micrographie d'une mitachondrie de Ç_. vu_lfla_ri_3_
exposée à 50 pg«l*'1 de cuivre. 43,500 X
Figure 19 Ilicragraphie de la paroi cellulaire de
exposée â 100 pg-l'^de cuivre.
sa,5oo x
Tête de flèche: notez 1'accumulatian ds
substance â l'extérieur de la paroi cellulaire
Figure S0 : flicragraphie d'un corps membranaire chez
(=•.• YjyJJlMEA-L exposée à 50 jjg • l*1 de cuivre.
13,000 X
Figure SI : flicragraphie d'un corps membranaire chez
Ç_. vulgar is exposée à 100
19,000 X
de cuivre
Figure SS nicrographie d'un corps mernbranaire chez
Ç.• yu_lgaris_ exposée à 50 jjg • 1*' de cuivre.
SB,000 X
Tâte de flèche: notez l'étroit contact eni
corps membranaire et la mitachondrie
Figure 23 : Micrographie d'un corps membranairs qui appara:
en formation chez Ç, vju_lgar_is. exposée â
100 ijg-i*'' de cuivre. 28,500 X
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Figure 21 : Frequence d'apparition et nombre moyen d'in-
clusions intravacuolaires chez Chlorella
vulgaris à différentes concentrations de cuivre
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3.2 Discussion
L'action inhibitrice du cuivre sur la croissance des
algues phytcplanctcniques a été abondamment étudiée et des
concentrations aussi faibles que 1 à 5 jjg•1 se sent avérés
capables de produire des effets néfastes chez Chlcrsila
p_yr_enoï_d.9sa CSteeman-Nielsen et Kamp-Nielsen, 1370 3.
Cependant, le degré de sensibilité des différentes espèces
d'algues est très variable et certaines d'entre elles sent
particulièrement résistantes. Les présents résultats
démontrent que la souche utilisée de S. quadricauda est très
tolérante au cuivre. En effet, à une concentration de 1,000
jjg-1* de cuivre, la croissance est enecre relativement
importante et à une concentration aussi élevée que 2,500 ^g*l
de cuivre nous observons même une légère augmentation ds la
densité (figure l'J . Il est important de rappeler que le
milieu de culture utilisé était dépourvu d'agent chëlateur CL:
d'autres complexants organiques ce qui augmente d'autant plus
l'action toxique du cuivre comme l'ont démontré Sunds at
Guillard C1S7BD.
D'autre part, C. vulgaris est beaucoup plus sensible
que S. quadricauda A une concentrât ion ds 250 pg-i"nia
croissance de C. vulgaris est nulle aiers qu'à 100 jjg-1 is
phase de latence est prolongée sur une durée ds 73 heures
C figure 15). D-e plus, le patron d'inhibition diffère sensi-
blement entre les deux espèces. Chez S. quadricauda nous
34
remarquons que la densité cellulaire diminue brusquement au
CGurs des 24 premières heures, suivie d'une péricde de
croissance et d'une seconds inhibition d'autant plus précoce
et importante que la concentration en cuivre est sieves
CFigure 1 j . Pour Ç. vy_lgajris_, l'action du cuivre se
manifeste plutôt par une prolangement da la phase de latence.
D'ailleurs, Albertano et al. C19B0D et Albertano et Taddei
C19B1) ont également observé des types de réponses analogues
et en ont identifiés trois C3) en relation avec les diffé-
rents ions métalliques et l'importance de 1'inoculum de
départ. Les profils de croissance obtenus pour C. vuigaris
correspondent typiquement à ceux obtenus par ces auteurs
tandis que ce n'est cependant pas le cas pour S. quadri-
cauda.
Sur le pian ultrastructural, l'intoxication par les icns
métalliques fut visualisée à plusieurs reprises par divers
types d'inclusions dans le noyau CSilverberg et ai., 1375),
dans les mitcchondries CSilverberg, 1S7E), dans les vacuoles
CSilverberg, 1375., Caniel et Chamberlain, 1381) au encore
sous forme de dépôt dans la paroi cellulaire CSilverberg,
1375) . La micrcanalyse au rayon X a également permis
d'identifier de fortes concentrations en phosphate dans ces
granules et d'y associer la présence de calcium et ds cer-
tains éléments traces dont le cuivre CDaniel st Chamberlain,
1SS1). Dans les inclusions, les phosphates sent SGUS ferme da
pclyphcsphates, éléments constitutifs de plusieurs microerga-
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nismes, notamment les algues phytoplanctoniques.
Les poiyphosphates joueraient un rôle dans le maintien de
1 ' homêostasie en étant des régulateurs des concentrâticns
intracellulaires en ATP et ADF, en pyro et orthophosphats. et
de certains nuclëosides poiyphosphates CKualev, 19753. Selon
Harold C19SE3, un des effets du cuivre serait de provoquer un
déséquilibre des processus d'assimilation des éléments
nutritifs résultant en une accumulation de polyphosphate.
Les inclusions que nous avons observées chez S. guadricauds
sont similaires aux corps de poiyphosphate identifiés chez
d'autres organismes CHarold, 19G6; Docnan et al., 1973;
Adamec et Peverly, 19793. La structure chimique de ces
inclusions offrirait des sites convenables peur la iiaiscn du
cuivre et aucune réaction métabolique spécifique visant au
retrait da forte concentration en icns métalliques du
cytoplasme ne serait impliquée.
D'autre part, Stokes et al. C19773 ont mis en évidence
dans le cytoplasme de Scsneriesirius sq . une protéine de fsible
poids moléculaire liant spécifiquement le cuivre. Ils ent
également démontré que la concentration de cette pretéine
augmente en fonction de la concentration en cuivre du milieu
de culture. Nakajima et al. C19773, rapportent le même type
de protéine chez Chiorella regularis alcrs que Ciautisr-
îiantha et Eroun, C19903 suggèrent l'implication d'une métal-
lothionëine comme agent de detoxification des ions métalli-
ques chez Skeletonema castatum .
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Les présents résultats montrent un lien très net entre
l'augmentation de la concentration en cuivre et la présence
d'inclusions denses aux électrons chez S. guadricauda Cfigure
11}. Compte tenu des études citées plus haut et de la
tolérance de S. quadricauda, on peut suggérer que ces
inclusions impliquent la présence de cuivre et de polyphcs-
phates et qu'elles soient directement impliquées dans la
tolérance en offrant de nombreux sites de liaisons aux icns
cuivriques. Nos résultats ne nous permettent pas de specular
sur l'implication des mëtallcthianëines dans la tolérance su
cuivre.
De plus, les vacuoles apparaissent comme un site
privilégié de detoxification chez cette espèce. En effet, les
substances qui y sont immobilisées sous ferme insoluble rs
sont pas disponibles pour des sites mëtaboliquement actifs.
Nos résultats montrent également que le matériel impliqué
dans la formation des inclusions semble dérivé directement du
cytoplasme et qu'il ss présents scus ferme ds fins précipi-
tés. Cependant, il faut mentionner que Daniel et Chamberlain,
(1981) ont observé de petits granules asseciés aux membranes
chez la diatomée Amphora venata et ces auteurs suggèrent nue
les inclusions se forment à partir ds structures membranai-
res .
D'autre part, la formation des inclusions se fait par
pallier de concentration (figure 113. Entre le témein et le
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ballon traité avec 25 ug•1, de même qu'entre les ballons
traités respectivement avec 100 et 250 pg .1 ,le nombre
d'inclusions augmente de façon nette alors qu'entre ceux de
25 et 100 jjg • l" de cuivre, les différences sont plutôt faibles
de même qu'entre ceux de 250 et 1,500 pg • 1* . Ce type de
réponse reflète possiblement l'existence de concentrations
"seuils" auxquelles les processus physiologiques ayant lieu
au niveau membranaire sont modifiés de façon rapide.
D'ailleurs, il est bien connu que l'un des premiers sites
d'action des ions métalliques est la membrane piasmique
CPassouj et al., 1961? et que le cuivre agit de façon marquée
sur la perméabilité membranaire des algues uniceiluiaires
CRiisgard et al., 13S0. Riisgard, 1979., Dverneil, 1375j.
d'autre part, il est passible que la formation d'inclusions
nécessite une demande accrue en énergie, ce qui pourrait
expliquer en partie la réduction de la croissance.
Il est intéressant de mentionner que Silverberg et ai..
C1375) rapportent la présence de complexes intranucléaires
chez une souche de S. quadricauda tolérante au cuivre.
Aucune observation du genre ne fut passible au cours de la
présente expérience.
Par ailleurs, la dislocation des colonies qui fut obser-
vée § des concentrations supérieures à 500 pg • l" de cuivre
appuie la thèse selon laquelle le cuivre provoque un désé-
quilibre des processus nutritifs. En effet, Shubert et
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Trainer (13743 ont démontré que la présence de cellules
salitaires chez les populations naturelles est associée § une
depletion du milieu en éléments nutritifs.
Chez C . vul.garis_ les observations ultrastructurales sont
sensiblement différentes et les dommages aux structures
cellulaires sont beaucoup plus évidents que chez
S. g_uadricayda. Les perturbations osmotiques associées aux
dommages membranaires de même que la présence d'erganitss
gonflées ont été rapportées à quelques reprises dans la
littérature et notamment par Smith C1983). D'autre part, cas
mitochondries présentant des crêtes anormales ou spiralêes
ont été observés par Keyhani C19733 et Silvsrberg C137EJ.
Mes observations à ce sujet sont donc en accord avec celles
effectuées par ces auteurs. Il est fort probable qua l'acti-
vité respiratoire sait réduite chez les mitochondries
présentant des anomalies structurales. Effectivement, il est
connu que l'intégrité structurale de cet arganite est
essentiel à sen rendement optimum (Lshningsr, 1270 j .
Cependant, les variations de taille et de forme chez les
m i 1-nrhnnHri OG Hoc np] ] t i ] pe f Smn ^  ne : rnrnqp ] pa np! iHanra »-* ; • p r-ï T- 5
l'interprétation de ce résultat.
On nets par ailleurs que les inclusions denses au:-: elec-
trons augmentent faiblement avec la concentration an cuivre
Cfigurs 24). Compte tenu de la sensibilité de C. yylgaris, es
mécanisme ne semble pas jouer un râle déterminant de détaxi-
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ficaticn comme c'est le cas chez S_._ guadr.icajjda. En bref,
E_L vujjjari_s isolée de la rivière Saguenay présente peu de
caractéristiques d'une souche tolérante. D'ailleurs, Faster
C13773 rapporte chez une souche de Ç. yju_ljg.aris_ isolée de la
rivière Hayle CAngleterre3 qui est contaminée par le cuivre
C120 jjg-1* 3, une capacité de croissance à une concentration
de 1,000 jjg-1 . Il a été également démontré que cette souche
possède un mécanisme d'exclusion du cuivre. De mâme, Een-
Bassat et flayer C1975, 13773 ont démontré que Ç. pyrenGÏdasa
peut volatiliser le mercure en produisant et en excrétant
dans son environnement, un facteur réducteur qui transforme
le HgClaen mercure élémentaire qui est alors éliminer dans
l'atmosphère. DeFilippis et Pallaghy C137E3 rapportent la
même genre d'observation et également avec Ç.h.lg.relJLa_ sa_, Nos
résultats portent à croire que les inclusions pourraient être
impliquées à un certain degré dans la detoxification mais il
s'agirait d'un mécanisme secondaire par rapport à l'exclu-
sion. De même, la sensibilité de cette espèce lors de ncs
expériences suggère que le cuivre ne constitue pas un facteur
de stress important dans la rivière Saguenay. En effet, selon
Stokes et al. (13733 une sélection de souche tolérante
s'effectue dans les milieux aquatiques contaminés par les
métaux traces. A cet effet, il est important de mentionner
que les fortes concentrations de matière particulairs et
dissoute dans le fjord du Saguenay offre un grand pouvoir de
complexation et consëquemment de detoxification CSunby et
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Laring, 19783. Il Faut également mentionner que le plus
grand rapport surface/volume chez C_. vuljgaris, de même qu'un
pH plus élevé dans le milieu de culture ont pu contribuer
â une plus grande toxicité du cuivre chez CL Yjyjj2.ar.is par
rapport à EL quadricauda • En effet, pour des densités cellu-
laires égales, la quantité de cuivre disponible par unité
de volume cellulaire est plus grande chez C. vu.i.a.ari_s_ que
chez S. quadricauda . De plus, à pH 7,00 CÇ. vy_lgar_i_s) il y
a moins de calcium dissout qu'à pH S,B0 C EL quadricaudaD
donc moins de possibilités de déplacer le cuivre à la
surface des membranes que chez EL su_ajdr.ic.3.y.^..§.• ^ e s inter-
actions au niveau membranaire ont été étudié par Campbell
et Stokes C13B53 et Harrisson et al., C13BB5 .
D'autre part, nous observons une augmentation de la
fréquence d'apparition des corps membranaires chez les
cellules exposées au cuivre. Ces structures se retrouvent
généralement dans une vacuole mais nous en avons observées
quelques unes dans le cytoplasme. Dans certains cas, ces
structures semblaient associées aux mitochondries. Il est
intéressant de mentionner que Sicko-Goad et Stoermer C1S73)
rapportent que l'augmentation des corps membranaires est
carrelée à un gonflement et à une diminution du nombre de
mitochondries chez Diatoma tenue exposée au plomb. Cependant,
d'autres observations suggèrent que le tonoplasta est direc-
tement impliqué dans la formation des corps membranaires
Cfigure 23).
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En résumé, le cuivre exerce un effet très net sur les
caractéristiques ultrastructurales de S. guadriçayda et
C. vyiSSEls.- La première espèce s'est montrée très tolérante
au cuivre et la formation d'inclusions dans les vacuoles est
carrelée à la concentration en cuivre ce qui indique très
probablement leur implication dans la tolérance. D'autre
part, la souche de Çhl.arjBl_la. isolée de la rivière Saguenay
présente une sensibilité relativement élevée au cuivre,
laquelle se manifeste par des perturbations asmotiques et des
altérations membranaires. Cependant, la formation d'inclu-
sions y est présente à un degré moindre et pourrait, dans
une certaine mesure, être impliquée dans la detoxification.
CHAPITRE IU
EFFETS PJJJNE EXPOSITION A LONG JJRJIE AU DUIURE SUR L MJLTRA-
STRyCTURE DE SCENE DE SjiJJS .DUADRIÇAUDA
(EXPÉRIENCE 3 3
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• 1 Rfsultats.
4.1.1 ÇojJr bes de craissance
L'analyse des courbes de croissance de S. quadr..i.Ç..a.y.H.§..
Cexpérience 3) illustrées à la figure 25 nous révèle que le
groupe témoin présente une légère augmentation au cours des
dix premiers jours et ce, malgré un taux de dilution de 0,5.
Par la suite, la densité cellulaire cannait quelques
fluctuations quotidiennes jusqu'à la fin de l'expérience mais
la densité après 50 jours est supérieure à celle observée au
début. Pour le groupe expérimental exposé à E50 pg•1 de
cuivre, le taux de croissance connait une diminution brusque
au cours des B premiers jours suivie d'une période de
fluctuations Cjours 8-153 très marquées. Durant la période
comprise entre les jours 22-28, la densité cellulaire aug-
mente de façon très marquée et atteint un niveau comparable
au témoin. Le taux de croissance s'est donc avéré supérieur
au témoin au cours de cette période. Enfin, entre les jours
28 et 50, la croissance augmente légèrement au début puis se
stabilise au même niveau que le témoin. Entre les jours 10 at
22, le taux de dilution fut ralenti à 0,25 ce qui explique en
bonne partie l'augmentation de la population entre les jours
10 et 22. Cependant, à partir du jour 22 le taux de dilution
est identique au témoin.
Il faut noter que les fluctuations quotidiennes de den-
sité cellulaire pour le témoin et le groupe expérimental
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Figure E5 : Uariations temporelles de la densité cellulaire de SçBnedB.smus
1!""exposée â 250 jjg*!  de cuivre (expérience 3)
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peuvent être reliées en partie à des problèmes d'adhésion des
cellules aux parais de verre des ballons de culture ou à la
congestion des tubulures permettant la sortie de milieu de
culture et de cellules.
4.1 .2
Après une exposition de 1,5 et 3 heures à une concen-
tration de 250 jjg • 1 de cuivre, S. 5yajdr_i_ç_aud_a. présente des
modifications ultrastructurales marquées. Nous observons une
rétraction importante du chloroplaste qui tend à Former des
lobes qui se détachent de la structure principale Cfigure
263 . Le chloroplaste apparaît alors Fragmenté en plusieurs
sous-unités dont la matrice est diFFuse et il devient impos-
sible de distinguer les bandes des thylakoïdes. D'autre part,
le cytoplasme prend également un aspect diFFus: les mito-
chonderies deviennent indistinctes et un cas unique d'in-
clusions denses aux électrons Fut observé en association
avec le pyrénoîde CFigure 27). Les cellules présentent aussi
une dissociation entre le chloroplaste et le cytoplasme
environnant, de même que des bris de la paroi cellulaire.
Après 3, 6 et 12 heures d'exposition à 250 jjg-l"1de cuivra,
les eFFets sont encore plus marquées et plusieurs cellules
apparaissent dans un état de dégénérescence avancée CFigure
2B) . Nous remarquons également une dissociation importante
Figure SE : Micrographie d'une cellule de S. gu.a_dr_i.çaijd_a_
après 3 heures d'exposition à 250 jjg • 1**
de cuivre. 10,000 X
Figure 27 Micrographie d'une inclusion associée au pyrënol-
de chez une cellule de S_. gu^ dr_icau_da_
après 3 heures d'exposition à 250 jjg-1 de cuivre.
19,000 X
Têtes de flèche: inclusions associées au pyré-
noïde
Figure 28 Micrographie d'une cellule de S_. quadricauda
après B heures d'exposition à 250 pg • l*1
de cuivre. 7,000 X
Figure 29 Micrographie d'une cellule de 5. guadr;içay. d.a_
après 5 jours d'exposition à 250 jjg-1""1
de cuivre. 10,000 X
Abréviations A
CH
D
L
N
NU
P
PY
: amidon
chiaraplaste
dictyosome
lipide
noyau
nucléole
paroi
pyrénoïde

entre le cytoplasme et la parai cellulaire, et antre 1s
chloroplaste et le cytoplasme. Nous observons des bris de la
parai cellulaire et plusieurs cellules deviennent solitaires.
De plus, quelques cellules présentent des noyaux très
déformés. Apres 24 heures, les mêmes effets sont enregistrés
mais â un degré moindre et sont associes à un début d'accu-
mulation d'amidon et de lipides ainsi qu'à un épaississement
de la paroi cellulaire. Après S et 3 jours, et entre la
période 5-10 jours, il y a une accumulation très impartante
d'amidon et de lipide laquelle masque presque totalement les
différentes structures cellulaires Cfigure 29). Durant cetta
période, nous constatons également que les inclusions intra-
vacuolaires sont très abondantes et elles se distribuent
entre les masses d'amidon et les globules de lipide (figure
30) .
Par ailleurs, après 10 jours d'exposition nous observons
un fort épaississement de la paroi cellulaire (figure 31),
Dans certains cas, plusieurs cellules sont binuciiss (figure
32) tandis que d'autres se caractérisent par de petites
inclusions dans le noyau st le cytoplasme Cfigurs 333.
La fréquence d'apparition des inclusions intravacuolaires
qui sont distribuées entre les masses d'amidon et les globu-
les de lipide est significativement supérieure C«*=0,05)
au témoin pour les temps 72 heures, 5 jours et 15 jours
alors que leur nombre moyen par cellule l'est également pour
les temps 72 heures et 5, 1G et 15 jours Cfigure 34),
Figure 30 : Micrographie d'une cellule de S. gu_adr_icauda
après 72 heures d'exposition â E50 jjg • l"1
de cuivra. 7,000 X
Figure 31 : Micrographie d'une cellule de S.. guadr_ica,uda.
après 10 jours d'exposition â 550 1
de cuivre. 10,000 X
Figure 35 : Micrographie d'uns cellule binuclêe de
S- syj?jâ£iJ?JLyji§. après 5 jours d'exposition
â 250 fjg-l'% de cuivre. 7,000 X
Figura 33 : Flicrographia d'un noyau présentant des inclusions
chez S. gjuadjrjjçjiuda après 5 jours d'exposition
à 250'jjg.ï"*1 de cuivrs, 4:3,500 X
Têtes de flèche: inclusions
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La formation des inclusions se produit donc massivement
entre 4:8 et 72 heures. Apres une période de 15 Jours, les
cellules conservent sensiblement le même aspect mais à un
degré moindre tandis qu'après SE jours d'exposition nous
observons un changement marqué. Les réserves d'amidon at de
lipidss disparaissent en grande partie et la parai cellu-
laire redevient beaucoup plus mince (figure 35), Les orga-
nelles deviennent alors plus visibles mais le contour des
cellules est souvent irrâguiier. A partir de 3E jours
d'exposition, les réserves d'amidon et de lipides diminuent
encore; les structures cellulaires deviennent très nettes et
les cellules présentent aussi des formes plus ou moins
régulières par rapport au témoin. De plus, le râticulum
endopiasmique devient visible chez un plus grand nombre de
cellules. Enfin, après 50 jours d'exposition à une concen-
tration de S50 fjg • 1 de cuivre, le réticulum endapiasmique est
apparent chez la majorité des cellules; aussi de nombreux
ribosomes sont visibles et le cytoplasme prend un aspect trâs
granulaire (figure 37).
Les cellules témoins que nous avons observées aux temps
72 heures, et après 5, 15, 3E et 50 jours d'exposition
n'ont montre aucune variation notable dans leur ultrastruc-
ture .
fi partir d'aliquctes prélevés au temps 50 jours, nous
avons déterminé par absorption atomique la concentration en
Figure 35 Micrographie d'une cellule de
après 2S jours d'exposition à
de cuivra. 13,700 X
S. gyadricaudaÊ50"jûgTÏ-T
Figure 36 Micrographie d'une cellule de S_.
après 50 jours d'exposition â S5G
de cuivre. 10,000 X
Figure 37 Micrographie du cytoplasme et du réticulum sr.do-
piasmique ds S. iua_dric_auda après 50 jours
d'exposition à 250 pg-1"1 de cuivre.
28,500 X
Têtes de flèche: notez le réticulum endaplasmique
et les riboscmes qui y 'sont attachés. Le cyto-
plasme contient également de nombreux ribc-scmes.
Abréviations P.
CH
M
N .
D
PY
U
amidon
chloroplaste
mitochondrie
noyau
• paroi
pyrânoîde
: vacuole
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cuivre pour le témoin et le groupe expérimental. L'analyse
révèle une concentration de 8.2 Fg CfemtogrammeD de cuivre
par cellule pour le témoin et de 141 fg de cuivre par cellule
pour le groupe expérimental. Le Facteur de hiaaccumulation
est donc de 17,2. Il faut noter que le cuivre dosé est
intracellulaire ou adsorbé à la paroi de la cellule.
** • ^  Discussion
L'adaptation des algues unicellulaires â des altérations
de leur environnement peut s'expliquer par des ajustements
physiologiques contrôlés et orientés vers l'optimisation du
taux de croissance CShuter, 1979: Hochachka et Samero, 19733.
Ces modifications du métabolisme se traduisent sauvent par
des changements de la composition chimique de la cellule
comme il a été démontré entre autre par Li C19793. Il est
intéressant de noter que 9huter C19793, propose un modèle
d'adaptation physiologique chez les algues unicellulaires,
modèle basé sur la distribution différentielle du carbone en
4 compartiments bien distincts: le carbone associé â
l'appareil photosyntétique, le carbone associé à la syntèse
de macromolécules, le carbone structural et le carbone de
réserve.
La distribution et l'échange de carbone entre ces
différents compartiments seraient fonction des conditions
environnementales. Ces quelques aspects théoriques
53
permettront de mieux cerner le contexte global dans lequel
s'insèrent les phénomènes d'acquisition de tolérance aux
métaux traces chez les algues unicellulaires, lesquels ont
été étudiés par Stokes et al. C19733, Stokes C19753,
Foster C19775, Davies C19763, DeFillippis et Pallaghy C1976),
Ben-Bassat et flayer C1975,19773 et fiierle et Stokes C19753.
L'observation de la courbe de croissance de la population
Cfigure 25) permet de constater que durant les 12 premières
heures, il n'y a pas de diminution du taux de croissance,
alors qu'entre 12 et 24 heures, la densité cellulaire diminua
de façon importante. II Faut cependant noter que le témoin
connaît également une chute de croissance au cours des
premières 24 heures ce qui pourrait représenter un stress
causé par le début de la dilution. Nos résultats montrent qus
les effets ultrastructuraux les plus drastiques se manifes-
tent au cours de cette période de 24 heures et il apparaît
que les cellules sont dans une état de choc toxique. A cet
effet, Sandmann et Bcger C19BO5 rapportent uns décomposition
des lipides par peroxydation chez Scenedesmus. ajçytys. au cours
des premières 24 heures d'exposition à 50 JJM de cuivre C3,177
_ug • 1" 3. Cette décomposition des lipides détectée par la
production d'ëthylëne et d'ëthane est corrëlée à une diminu-
tion de la croissance et indique selon ces auteurs une sêvêrs
altération des membranes. Les effets que nous avons notés sur
le chloroplaste et plus particulièrement sur les thylakoïdes
au cours de cette période nous indiquent une désorganisation
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impartante de certaines membranes. D'autre part, après 1,5
heure d'exposition au cuivre les effets sur 1'ultrastructure
sont déjà bien marqués. Sicko-Goad C13823 et Sicko-Goad at
Stoermer C13793, rapportent également des modifications
ultrastructurales â très court terme C a* 2-3 heures) chez
différentes Diatomées exposées au cuivre et au plomb.
Par ailleurs, nous constatons qu'entre 24 et 48 heures,
les cellules commencent à accumuler de l'amidon et des
lipides alors qu'entre 24 heures et 4 jours, le taux de
croissance ne diminue que très légèrement. Par la suite, les
réserves d'amidon et de lipides deviennent très abondantes,
de même que les inclusions intravacualaires. Il est intéres-
sant de mentionner qu'en conditions naturelles, une depletion
en éléments nutritifs est associée à une augmentation des
produits de réserve sous forme d'hydrate de carbone et de
lipide ainsi qu'à une diminution de la concentration en
protéines CHealy, 13733. Plus précisément, l'accumulation
excessive de ces réserves est corrëlëe à une carence en azote
et à une forte intensité lumineuse CHarris, 19B1). Cas
observations partent à croire encore une fois que le cuivre
provoque un déséquilibre du processus d'assimilation des
éléments nutritifs.
D'autre part, chez certaines algues phytoplanctaniques,
il existe des stades "enkistês" qui cprrespondent à une phase
de darmance CHarris, 1380 3. Ces cellules sont métabolique-
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ment peu actives et présentent une accumulation de produits
de réserve, un épaississement de la paroi et un cytoplasme
dense qui est probablement le résultat d'une déshydratation.
Les observations ultrastructurales que nous avons effectuées
chez S. gy.§.driçau_da_ entre 72 heures et 15 jours (figures 29-
33) associées â une diminution du taux de croissance à partir
de 4 jours, suggèrent que les cellules sont mëtaboliquement
peu actives et qu'elles réagissent â des conditions
environnementales défavorables. De plus, l'accumulation des
inclusions intravacuolaires est concomitants à celle des
lipides et de l'amidon Centre 4B et 72 heures). Lors de
l'expérience en lot avec S. quadricauda CChapitre 3 ), les
cellules ne présentaient pas d'accumulation de produits de
réserve pour une même concentration de cuivre et un même
temps d'exposition. Il apparaît donc qu'en culture en
continue, la dilution cause un stress additionnel possible-
ment causé par le fait que les teneurs en cuivre libre sant
plus contantes en culture en continue. Ces différences de
réponses entre la culture en lot et la culture en continua
permettent de poser des interrogations quant à l'utilisation
de la culture en lot dans les bioessais de toxicité.
Entre les Jours 4 et 8, les taux de croissance chutent
de façon marquée. Il est intéressant de mentionner que Icrs
de l'expérience en lot, nous avons noté une légère chute de
la croissance vers la fin de l'expérience entre les jours
5 et 7. Au cours des deux C2) expériences, nous avons remar-
que que les effets du cuivre sur la croissance se traduisent
par une première inhibition au cours des 24 premières heures
et une seconde inhibition après 4: à 7 jours d'exposition.
Entre les Jours 10 et 22, le taux de dilution fut ralenti à
0,25 comme il a été mentionné précédemment. Il en ressort que
le taux de croissance est en réalité inférieur au témoin
entre les jours 10 et 17 et égal ou légèrement supérieur
entre les jours IB et 22. Après 22 jours, la croissance est
légèrement supérieure au témoin puis se stabil-ise au même
niveau que ce dernier jusqu'à la fin de l'expérience.
L'aspect des cellules après 22, 32 et 50 jours d'exposition
au cuivre diffère peu du témoin. Cependant, la présence de
nombreux ribosomes et le dëveloppement du réticulum endo-
plasmique qui est plus important que chez les cellules
témoins, indique probablement une activité de synthèse
accrue. De même, la disparition des inclusions intravacuo—
laires après 15 jours d'exposition au cuivre porte à croire
qu'un second type de mécanisme est impliqué dans la
tolérance, lequel se manifeste par une augmentation de
l'activité de synthèse après une exposition prolongée.
En fonction des besoins énergétiques de la cellule on peut
suggérer les hypothèses suivantes;
1- A court terme la cellule réagit par la séquestration
du cuivre à l'intérieur des inclusions Cpassiblement des
palyphasphates}.
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2- A moyen terme, lorsque les sites de complexatian (inclu-
sions ou autres) sont saturés, il y a un développement de
l'appareil de synthèse Crëticulum endoplasmique, rihosa-
mes, etc3.
3- A long terme, la synthèse de certaines protéines
permettrait, soit l'excrétion de molécules camplexantes
dans le milieu extracellulaire d'où une camplaxation
extracellulaire ou la mise en branle d'un mécanisme
d'exclusion permettant le rejet du cuivre vers le milieu
extracellulaire.
Enfin, le Facteur de biaaccumulatian du cuivre qui est
de l'ardre de 17 par rapport au témoin et ce après 50 jours
d'exposition à 250 jjg • 1 de cuivre, peut être considère comme
négligeable. En effet, Mierle et Stokes C1S75) rapportant des
facteurs de biaaccumulatian pour le cuivre de l'ardre de
1,000 à 2,000 chez SçejTedes_mus_ acum_inatus_ alors que Sandmann
et Boger C198O5 rapportent un facteur de l'ordre de 1,000
chez Sç_ene.d.esm_yS açu_tus_. En ce qui concerne le cadmium, Gain
et al. C19B0D notent des facteurs d'accumulation variant
entre 300 et 5,000 chez Scje_nede_smus_ gb_l_igujus_. Il apparaît
donc qu'après 50 jours d'exposition à 250 jjg-l" de cuivre, la
concentration bioaccumulëe ou associée à la paroi est très
faible, ce qui porte â croire que S. g_uad_ricauda posséderait
un mécanisme de complexation extracellulaire au d'exclusion.
Il faut mentionner en terminant, que certains problèmes
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ont été rencontrés au cours de l'expérimentation, lesquels
ont nécessité le ralentissement du taux de dilution dans la
ballon expérimental entre les jours 10 et 2E comme il a été
cité plus haut à quelques reprises. En effet, il eut peut
être été préférable d'utiliser une concentration de cuivre
inférieure â S50 ug•1 compte tenu du fait qu'en culture en
continue l'action toxique du cuivre est plus évidente. Les
différences du taux de dilution entre le ballon témoin et 1s
ballon expérimental au cours de cette période font en sorte
qu'il peut être difficile de discerner les effets inhérants
au cuivre de ceux pouvant être reliés à une différence du
taux de dilution. Cependant, les modifications ultrastruc-
turales les plus impartantes ont été enregistrées au cours
des 10 premiers jours alors que les taux de dilution étaient
identiques dans les 2 ballons.
En résumé, les effets du cuivre sur 1'ultrastructure
se manifestent très rapidement après le début de l'exposi-
tion C rz. 1,5 heure? et les premières 24 heures semblent cons-
tituer une période de choc toxique. Par la suite, le taux de
croissance est réduit et les cellules accumulent de grandes
réserves d'amidon et de lipides, ainsi que des inclusions
intravacuaiaires. Ces observations suggèrent qu'il s'agit
d'une réaction des cellules face à des conditions défavora-
bles de l'environnement. Après une exposition prolongée au
cuivre C22-50 jours!) , le taux de croissance est similaire
au témoin, les inclusions ont disparu et les cellules ont un
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aspect normal. Cependant, le cytoplasme est densément peuplé
de ribosomes et le rêticulum endoplasmique est plus développé
que chez les cellules témoins. Le faible Facteur de
bioaccumulaticn après 50 jours d'exposition porte à croire
que S. qy..ad.r.i.ç.a_y_da_ possède un mécanisme de complexation
extracellulaire ou d'exclusion du cuivre.
CHAPITRE U
CONCLUSION GÉNÉRALE
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L'analyse des présents résultats (Chapitre 33 révèle
que les caractéristiques ultrastructurales de S_._ quadr_ica_ud_a
et de C_. vulgaris sont très influencées par le cuivre. Cepen-
dant, le degré de sensibilité entre ces deux C23 espèces
diffère passablement. Chez S_. quadriçauda la formation d'in-
clusions intravacuolaires est la manifestation la plus évi-
dente de l'effet du cuivre et semble fort probablement impli-
quée dans les mécanismes de tolérance, alors que chez
CL. .V_yJ.g_aris, les bris membranaires et les perturbations
osmotiques sont les observations les plus fréquentes.
isolée de la rivière Saguenay apparaît donc
comme une souche peu tolérante au cuivre.
D'autre part, nous avons observé CChapitre 4} que les
effets du cuivre sur 1 ' ultrastructure de S_. .g.y.§d_r_ic_aujd.a se
manifestent très rapidement après le début de l'exposition
(2:1,5 heure} et que les premières 24 heures semblent cons-
tituer une phase de choc toxique. L'accumulation impartante
d'amidon, de lipide et d'inclusions intravacualairas fait
suite à ces observations et est associée à un taux de crois-
sance ralenti . Cette période apparaît comme une phase de
résistance à des conditions défavorables de l'environnement.
Après une exposition prolongée au cuivre, les ceilulss ra-
prennent un aspect similaire aux cellules témoins et leur
taux de croissance est normal. Cependant, le cytoplasme est
densément peuplé de ribosomes et le réticulum endopiasmique
est plus développé. Le faible taux de bioaccumulation après
50 jours d'exposition à 250 jug • l" de cuivre suggère que
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§LL. .9jy3.dri_çauda. possède un mécanisme de complexatian extra-
cellulaire ou d'exclusion.
L'approche de la séquence temporelle que nous avens uti-
lisée nous semble particulièrement toute indiquée pour
l'étude de mécanisme de toxicité et de tolérance. Elle permet
d'obtenir une vue plus dynamique des processus en cause, ce
que ne permet pas une seule observation ponctuelle.
Enfin, il serait opportun de modifier et d'améliorer
le système de culture en continue Cchémostat} que nous avons
utilisé. En effet, certains biais ont pu s'introduire dans
les résultats de densité cellulaire à cause d'un manque de
de constance dans le taux de dilution et des problèmes
d'adhésion des cellules aux parois des ballons de culture.
A ce sujet, il est primordial d'apporterbeaucoup d'attention
à la précision du taux de dilution et d'assurer un brassage
adéquat et constant de la culture. De même, lors de culture à
long terme, les tubulures se doivent d'âtre changées à
l'occasion de façon à éviter un engorgement causé par
1 ' aggregation de cellules dans la lumière des tubulures.
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ANNEXE 1 : Intervalles de confiance â 95°£ des densités cellulaires pour
l'expérience 1 avec SjçienedBsrnus_ gua.driç_auda_ CFigure ID.
C N x 10 cellules • ml )
TEMPS CJDURS3
0.5 1 2 3 4 5 6
Témoin. sup. 1.3B 2.15 4.45 7. 5B 11.7 14.8 23.9 31.1
inf. 1.3B 1.43 3.48 6.25 10.0 13.0 21.0 2B . 1
25 ug.f1 sup. 2.05 2.18 3.51 3.20 3.34 23.3 28.3 32.7
inf. 1.41 1.52 2.54 7.76 8.53 20.8 24.7 2B.5
50 jjg. I'1 sup. 1.73 1.14 4.76 8.04 3.52 20.5 25.2 40.0
inf 1.14 0.67 3.73 6.70 8.04 IB.1 21.8 33.7
100 jjg.l"1 sup. 2.11 2.07 3.96 7.44 8.80 23.1 32.7 13.5
inf. 1.46 1.43 3.03 6.15 7.37 20.5 28.5 16.3
250 jjg.l'1 sup. 1.65 1.70 4.04 5.61 3.50 17.6 20. 3 15.4
inf. 1.07 1.12 3.11 4.43 8.01 15.2 18.1 13.1
500 pg.l*1 sup. 1.11 1.79 3.01 4.19 7.94 13.4 14.3 10.2
inf. 0.64 1.19 2.21 3.21 6.52 11.5 12.6 B.B8
1000 jjg.i*1 sup. 2.08 1.43 2.33 3.11 6.73 7.51 7.50 3.37
inf. 1.44 0.90 1.63 2.31 5.56 5.30 6.73 2.04
2500 jjg. I"1 sup. 1.44 1.75 3.17 2.44 3.00 3.71 1.79 2.72
inf 0.93 1.15 2.34 1.73 2.13 2.82 1.13 1.95
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ANNEXE 2 : Intervalles de confiance à 95°= des densités cellulaires pour
l'expérience.2 avec ÇJ2larel_la yu_lgar-JLs Cfigure 12).
C N x 10 cellules . ml
Témoin .
25
50
100
250
500
1000
2500
JJQ ,
pg-
pg.
pg-
pg-
pg.
î"1
î'1
r1
r1
i1
' •
sup.
inf.
sup.
inf.
sup.
inf.
sup .
inf.
sup .
inf.
sup .
inf.
sup.
inf.
sup .
inf.
0.5
2.85
2.05
1.39
0.97
1.05
0.67
0.88
0.54
1.96
1 .22
1.75
1 .17
1.86
1.27
1.15
0.77
1
6.06
4.97
4.84
3.89
2.24
1.68
1.94
1 .42
1 .46
1.01
1.70
1 .10
1.83
1.32
0.80
0.4B
TEMPS CJDURSD
2
15.5
14.4
15.8
13.3
8.14
6.73
2.41
1 .74
2.14
1 .53
1 .83
1 .33
1.73
1 .23
0.64
0.35
3
34.9
29.9
30.1
25.3
27.2
22.6
3.38
2.58
2.04
1 .51
1 .53
1.12
1 .44
1 .00
0.33
0.5B
4
66.7
58.1
51.4
43.3
47.4
39.4
9.21
8.07
2.27
1 .69
1 .64
1 .18
1.25
0.83
0.87-
0.53
5
37.0
88.4
146
139
94.5
83.4
71 .0
64.2
2.51
2.01
1 .50
1 .14
1 .14
0.78
0.53
0.32
5
155
153
133
102
92 .6
43.3
45 .2
2.74
2 . 14
3 . 31
1 .79
0 .75
0.42
0.54
0 .34
7
345
328
255
25B
134
i 70j- / 3
S3 .5
E4.5
2.53
1 .32
E.35
1 "72
1.52
1.02
G.53
0.35
Annexe 3 : Intervalles de confiance a 95 \ des densités callulalrespour 1'experience 3 avec Scanadeamua auadricauda (Figura 27).
-t
Témoin.
250 >jg.
Témoin.
250 pg.
Témoin.
250 yg.
IN x
sup
inf
1. sup
inf
sup
inf
1. sup
inf
sup
inf
-1
1 . sup
inf
10 cellules
0.5
. 2.63
. 1.79
. 2.85
. 2.08
17
. 3.75
. 2.72
.202
.054
34
. 5.38
. 4.32
. 5.05
. 3.99
1
2.05
1.41
1.63
1.07
18
2.66
1.83
0.42
0.16
35
3.97
3.09
5.67
4.56
*
 m l
 )
2
2.05
1.42
1.51
0.96
19
2.71
2.02
.558
.276
36
5.40
4.31
6.54
5.32
3
2.94
2.15
1.51
0.96
20
3.77
2.87
1.03
0.45
37
5.67
4.55
4.33
3.37
4
3.04
2.24
1.39
0.68
21
3.00
2.24
1.06
0.48
38
5.19
4.10
3.72
2.82
TEtiPS
5
2.69
1.92
0.88
0.47
TEttPS
22
3.29
2.45
1.12
0.63
TEHPS
39
3.33
2.50
3.03
2.22
•
(JOURS)
6
4.97
3.68
0.96
0.54
JOURS)
23
4.15
3.02
1.27
0.83
(JOURS)
40
3.52
2.65
3.02
2.21
7
4.42
3.40
0.28
0.09
24
4.79
3.80
1.45
1.01
•
41
3.17
2.31
5.22
4.13
a
3.33
2.68
0.19
0.05
25
2.88
2.12
2.21
1.67
42
5.74
4.62
4.49
3.56
9
3.67
2.77
.292
.128
26
3.29
2.45
2.43
1.73
43
5.67
4.55
5.16
4.10
10
4.52
3.53
0.17
0.05
27
2.93
2.13
2.40
1.70
44
4.87
3.85
4.71
3.69
11
3.33
2.50
0.24
O.1O
28
4.10
3.17
2.84
2.07
45
4.42
3.43
3.14
2.33
12
5.10
4.05
0.16
0.04
29
4.29
3.33
3.52
2.64
46
2.88
2.34
3.19
2.37
•
13
S.00
3.91
0.18
0.04
30
4.05
2.92
3.32
2.48
47
5.16
4.07
3.04
2.24
14
5.51
4.40
0.25
0.10
•
31
3.57
2.69
3.65
2.75
48
4.45
3.53
3.62
2.74
15
3.59
2.72
0.30
0.11
32
5.20
4.15
2.80
2.03
49
4.84
3.81
3.43
2.56
16
3.71
2.7'
0.11
0.0!
33
3.5
2.7
2.5
1.7
50
4.2
3.3
3.5
2.7
•si
«
